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背景 
Werner 症候群(WS)は、常染⾊体劣性遺伝の早⽼症であり、⽇本における有病率が⾼い。
30 代までに、⽩髪・禿頭、両側⽩内障などの⽼化症状を呈し、40 代には難治性⽪膚潰瘍や
糖尿病を罹患する。主な死因は悪性腫瘍や⼼筋梗塞であり、54 歳が寿命の中央値とされて
いる。 
8 番染⾊体にある WRN 遺伝⼦を原因とすることが知られ、その翻訳産物は RecQ 型ヘリ
ケースであり、DNA 複製や修復、テロメア維持などに関わる。現在までに 80 以上の変異
が報告されているが、変異部位と症状との相関は明らかではない。 
WS では軟部組織に症状が頻発する。患者を最も苦しめる症状の⼀つは、強い痛みを伴う
難治性⽪膚潰瘍であり、しばしば⾻髄炎などから下肢切断を余儀なくされる。また、WS は
悪性腫瘍発症率が⾼いが、⾻⾁腫などの⾮上⽪性腫瘍がその半数を占める。内臓脂肪蓄積や
サルコペニアを呈する場合も多く、このような障害臓器のパターンから、WS の病態は間葉
系組織の異常に基づいている可能性がある。 
⼀⽅、Wrn 遺伝⼦のノックアウトマウスは表現型を⽰さないことが知られており、このよ
うに適切なモデル動物がないことが、WS 研究発展の妨げとなってきた。近年、遺伝性の神
経筋疾患などにおいて、疾患特異的 iPS 細胞を⽤いた病態の再現や解析が報告されている。
WS のような研究試料が不⾜しやすい希少疾患においては、患者検体から iPS 細胞を樹⽴し
分化誘導により研究材料を得ることで、新たな知⾒が得られる可能性がある。 
そこで我々は WS 患者細胞から iPS 細胞を樹⽴し、間葉系幹細胞（MSC）へと分化誘導す
ることで、WS の病態を解明することを本研究の⽬的とした。 
 
⽅法 
 54 歳の男性 WS 患者と 52 歳の正常男性（WT）の末梢⾎から CD34 陽性細胞を単離し、
⼭中 4 因⼦（OCT3/4, SOX2, KLF4, MYC）を発現するセンダイウイルスベクターを⽤いて
iPS 細胞を樹⽴した。培養は AK02N 培地ならびにラミニン 511-E8 コートを⽤いて⾏った。
胚葉体（EB）の形成は⾮接着ディッシュ上で bFGF を含まない ES メディウムを⽤いて⾏
った。テラトーマは SCID マウスに iPS 細胞を注射して形成させ、HE 染⾊で解析した。 
 MSC への分化誘導は EB 形成後、コラーゲン IV ディッシュ上でα-MEM, 10%FBS にデ
キサメタゾンおよびアスコルビン酸を加えて⾏った。培養はコラーゲン I ディッシュ上でα
-MEM, 10%FBS と⾮必須アミノ酸を⽤いた。MSC は CD73, 90, 105 の発現を FACS で確
認し、また、分化キットを⽤いて軟⾻、⾻、脂肪の間葉系三系統への誘導を⾏った。 
分化誘導された MSC を⽤い、qRT-PCR にて P16, P21 などの⽼化マーカー, IL1B, IL6 な
ど SASP(Senescence-associated secretary phenotype)関連因⼦の発現解析を⾏い、ウェスタ
ンブロッティングにて、P16, P21, P53, H3K9me3 の蛋⽩レベルでの発現解析を⾏った。ま
た SA-β-gal 染⾊にて細胞⽼化を評価した。さらに qPCR を⽤いてテロメア⻑解析も施⾏
した。また、Ki67 染⾊、γH2AX 染⾊で増殖細胞や DNA 損傷の検討を⾏った。 
さらに、⻑期培養後の MSC を⽤いて、RNA-seq 解析を⾏った。また、既報(Zhang W, et 
al. Science. 2015. 1160‒3.)の WRN-KO-hES 細胞由来 MSC と⽐較し、共通して増減する遺
伝⼦を同定した。 
 
結果 
 ⼭中 4 因⼦を導⼊後、WT および WS 由来の CD34 陽性細胞は次第に iPS 細胞様の形態
を獲得した。qRT-PCR では、既知の iPS 細胞である 201B7 と同等の多能性遺伝⼦発現を⽰
した。EB を形成し、qRT-PCR で解析したところ、各々外胚葉、中胚葉、内胚葉のマーカー
である、PAX6, MSX1, SOX17 が元の iPS 細胞に⽐して著しく発現上昇していた。また、
SCID マウスに iPS 細胞を移植したところ、1 ヶ⽉ほどでテラトーマを形成し、HE 染⾊で
は、三胚葉に渡る組織を確認した。以上から WT および WS の両者から iPS 細胞の作成に
成功した。 
 得られた iPS 細胞を MSC へと分化誘導したところ、次第に紡錘状の形態を獲得した。
FACS では MSC の定義に⽤いられる表⾯マーカーである CD73, CD90, CD105 が陽性であ
った。また、脂肪、軟⾻、⾻へと分化誘導したところ、3 系統全てへの分化能を有していた。
これらより、iPS 細胞から MSC への誘導系が確⽴出来た。 
 分化誘導後、MSC を⻑期に渡って継代したところ、WS-MSC は WT に⽐して増殖⼒が
低下していた。qRT-PCR では、P16, P21 といった⽼化関連遺伝⼦や、IL1B, IL6 といった
SASP 関連遺伝⼦の発現が、WS-MSC で上昇していた。また、テロメア⻑の解析では、継
代数によらず WS-MSC でテロメアが短⼩化していた(WS/WT=0.64)。DNA 損傷マーカー
であるγH2AX 染⾊陽性細胞は、WS-MSC で圧倒的に多く(WT 14.0%, WS 52.4%)、増殖
が盛んな細胞で発現する Ki67 陽性細胞は WS で少なかった(WT 60.4%, WS 12.1%)。⽼化
細胞で陽性となる SA-β-gal 染⾊では、WS-MSC で陽性細胞が多かった(WT 4.1%, WS 
46.5%)。ウェスタンブロッティングでは⽼化関連タンパクである P16, P53 の発現が WS-
MSC で上昇しており、ヘテロクロマチンマーカーである H3K9me3 は、12 回継代後の WS-
MSC において発現が低下していた。以上より、WS-MSC は早期⽼化徴候を⽰し、遺伝⼦発
現の変化とエピゲノムの変化を⽰した。 
 次に 12 回継代後の WT および WS-MSC を RNA-seq で⽐較したところ、WT-MSC に⽐
して WS-MSC では 1019 個の遺伝⼦が 2 倍以上の発現増加を⽰し、833 個の遺伝⼦が 2 分
の 1 以下に発現低下していた。GO 解析では 195 の経路が抽出され、最も有意に変化して
いたのは細胞外マトリックス構築に関する経路であり、構成する 33 遺伝⼦のうち 28 遺伝
⼦は WS-MSC で発現低下していた。その他、TGFβシグナルや、細胞増殖、⾻化、平滑筋
増殖、創傷治癒などの経路が抽出された。これらは WS で⾒られる⽪膚の萎縮や難治性潰
瘍、異所性⽯灰化、動脈硬化などと関連することが考えられる。 
 2015 年に Zhang et al.によって、WRN 遺伝⼦をノックアウトしたヒト ES 細胞由来の
MSC が Science に報告されている(Zhang W, et al. Science. 2015. 1160‒3.)。これらの RNA-
seq 結果と我々のデータを⽐較したところ、共通して発現上昇していた遺伝⼦は 49 個であ
り、低下したものは 72 個であった。この中には⽼化マーカーである CDKN2A や TGFβの
下流にある SMAD7、EDN1 や IL6 といった SASP 遺伝⼦などが含まれていた。 
 
考察 
 本研究は WS-iPS 細胞由来 MSC の遺伝⼦発現プロファイルを明らかにした初めての報告
である。⽼化や TGFβ、炎症の経路が WS-MSC で重要な働きを持つことが⽰唆された。 
 ⽇本は世界に類を⾒ない超⾼齢社会であり、悪性腫瘍や動脈硬化、サルコペニアなど、⽼
化関連疾患への対策が急務である。WS は、他の代表的な早⽼症である Hutchinson-Gilford
症候群や Cockayne 症候群と異なり、思春期以降に症状が出現することから、より⽣理的な
⽼化を模倣していると考えられており、WS の病態解明は、⽼化研究に資するものと期待さ
れる。実際に、これまでの WS 研究の多くは、WS の早期⽼化に焦点を合わせたものがほと
んどであった。 
 ⼀⽅で、WS に特異的な症状である、難治性⽪膚潰瘍や間葉系由来の悪性腫瘍の病因につ
いては、現在までのところ全く明らかになっていない。本研究で、WS-iPS 細胞由来 MSC
では細胞外マトリックスや⾻化、創傷治癒など、WS 特異的症状に関連するような GO 経路
が抽出されたため、早期⽼化の表現型のみならず、WS に特異的な表現型を突き詰める上で
も、WS-MSC が有⽤であると考えられた。 
 
結論 
 WS-iPS 細胞由来 MSC は、WS の早期⽼化徴候のみならず、WS 特異的症状を解明する上
でも有⽤であり、今後の治療開発への応⽤が期待される。 
